INTRODUCTION
============

Re-establishing perfusion in a tissue after a period of ischemia worsens the initial ischemic injury. This process is known as ischemia/reperfusion (I/R) injury.^(^ [@B01] ^)^ Such injury constitutes an important clinical event and is common in the lower extremities. Although restoration of blood flow can save the extremity, it can also result in multiple organ dysfunction syndrome.^(^ [@B02] ^)^ For example, I/R of a lower limb leads to noncardiogenic pulmonary edema by means of pulmonary vasoconstriction, pulmonary hypertension, and increased alveolar membrane permeability.^(^ [@B03] ^)^ Pulmonary dysfunction after I/R injury of a lower extremity continues to be a major cause of morbidity and mortality.^(^ [@B04] ^)^ Previous studies have suggested that oxygen free radicals, inflammatory mediators, and, especially, neutrophils play an important role in the development of lung injury related to I/R in a lower limb.^(^ [@B05] ^,^ [@B06] ^)^

Various agents have been reported to reduce remote lung injury after hind-limb I/R in rats.^(^ [@B07] ^-^ [@B09] ^)^ N-acetylcysteine (NAC) is an antioxidant that acts by increasing intracellular levels of glutathione, as well as by direct scavenging of reactive oxygen species (ROS) such as hypochlorous acid, hydrogen peroxide, superoxide, and hydroxyl radical.^(^ [@B10] ^)^ Pentoxifylline, a nonspecific phosphodiesterase inhibitor, has been shown to improve tissue oxygenation and endothelial function as well as inhibiting pro-inflammatory cytokine production.^(^ [@B11] ^)^ Pentoxifylline also inhibits cell proliferation and extracellular matrix accumulation. ^(^ [@B12] ^)^ Therefore, in the present study, we evaluated the possible involvement of oxidative stress in skeletal muscle I/R-induced lung injury in rats by examining the effects of pentoxifylline, NAC, and the combination of the two.

METHODS
=======

All experimental procedures were performed in accordance with established guidelines for the ethical treatment of experimental animals, and the study was approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of the Islamic Azad University School of Veterinary Medicine, in the city of Tehran, Iran.

Thirty-five healthy adult male Wistar rats, 90-120 days of age and weighing 250-350 g, were purchased from the Pasteur Institute of Iran. The animals were housed in a temperature- and humidity-controlled environment (22 ± 1°C; relative humidity, 50 ± 5%), on a 12/12-h light/dark cycle, with ad libitum access to a commercial pellet diet and filtered tap water. The animals were randomly divided into five experimental groups of seven rats each: an I/R group, in which the animals were subjected to 2 h of hind-limb ischemia, induced by clamping the left femoral artery, followed by intraperitoneal administration of 2 mL of 0.9% saline solution and 24 h of reperfusion; a sham-operated (control) group, in which the animals were subjected to all surgical procedures except arterial occlusion and also received 0.9% saline (2 mL, i.p.); an I/R+NAC group, in which the animals were subjected to I/R, as described above, and received 150 mg/kg of NAC in 0.9% saline solution (i.p., in a total volume of 2 mL); an I/R+PTX group, in which the animals were subjected to I/R, as described above, and received 40 mg/kg of pentoxifylline in 0.9% saline solution (i.p., in a total volume of 2 mL); and an I/R+NAC+PTX group, in which the animals were subjected to I/R, as described above, and received a combination of NAC and pentoxifylline (at the doses listed above) in 0.9% saline solution (i.p., in a total volume of 2 mL).

The rats were weighed, after which they were anesthetized with a combination of ketamine hydrochloride 10% and xylazine hydrochloride 2% (i.m., 50 mg/kg and 10 mg/kg, respectively). The animals were placed on a warming pad, in dorsal recumbency, their thoraces and hind limbs immobilized with adhesive tape. After aseptic surgical preparation, 250 IU of heparin were administered via the jugular vein (in order to prevent clotting) and a skin incision was made on the medial surface of the left hind limb. After isolating the left femoral artery from the surrounding tissues, we induced ischemia by using a microvascular clamp to occlude the artery for 2 h. Throughout the period of ischemia, the animals were maintained in dorsal recumbency and remained anesthetized (additional doses given as necessary). Body temperature was monitored with a rectal thermometer. At the end of the period of ischemia, the clamp was removed and the surgical site was routinely closed with 4/0 polypropylene sutures. Animals in the control group underwent a similar surgical procedure, although without arterial occlusion. The rats subjected to ischemia then underwent 24 h of reperfusion. Throughout the periods of ischemia and reperfusion, the animals received noninvasive ventilatory support.

At the end of the experimental period, all of the rats were euthanized with an overdose of pentobarbital (300 mg/kg, i.p.) and the lungs were removed *en bloc*. The left lungs were immersed in 10% formalin solution, and the right lungs were stored at −20°C for subsequent biochemical analysis. The lung tissue homogenate and supernatant samples were prepared as described by Yildirim et al.^(^ [@B13] ^)^ Malondialdehyde levels, superoxide dismutase (SOD) activity, and glutathione levels were measured in the right lungs, whereas samples of the left lungs were submitted to histopathological evaluation under light microscopy.

Malondialdehyde levels were determined by thiobarbituric acid reaction, as described by Yagi.^(^ [@B14] ^)^ In the thiobarbituric acid reaction test, malondialdehyde (or malondialdehyde-like substances) react with thiobarbituric acid to produce a pink chromogen with peak absorbance at 532 nm on a spectrophotometer. The tissue levels of malondialdehyde are expressed as nmol/g of tissue.

The SOD activity was determined according to the method devised by Winterbourn et al.,^(^ [@B15] ^)^ assayed as inhibition of the photochemical reduction of nitroblue tetrazolium at 560 nm. The SOD activity is expressed as U/g of tissue.

Glutathione levels were determined by the method described by Ellman,^(^ [@B16] ^)^ in which the level of glutathione is considered directly proportional to the rate of formation of the reduced chromogen, 5,5′-dithiobis(2-nitrobenzoic acid), as determined by measuring its absorbance at 412 nm. The results are expressed as nmol/g of tissue.

The left lung specimens were fixed in 10% buffered formalin, processed by standard techniques, and embedded in paraffin. Cross-sectional slices (5-µm thick) were taken from the middle zones of the lungs and mounted on slides. The slides were stained with hematoxylin and eosin, after which they were examined under light microscopy by a pathologist who was blinded to the groups. Lung injury was evaluated semiquantitatively with the classification system established by Koksel et al.^(^ [@B17] ^)^: grade 0, normal appearance; grade 1, mild-to-moderate interstitial congestion and neutrophil infiltration; grade 2, perivascular edema, partial destruction of the lung architecture, and moderate neutrophil infiltration; and grade 3, complete destruction of the lung architecture and dense neutrophil infiltration. A total of five slides from each lung sample were randomly screened, and the mean was accepted as the representative value of the sample.

All results are shown as mean ± standard deviation. The analytical results were evaluated using the Statistical Package for the Social Sciences, version 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Statistical analysis was done by analysis of variance. Values of p \< 0.05 were considered statistically significant.

RESULTS
=======

As can be seen in [Figure 1](#f01){ref-type="fig"}, the malondialdehyde levels were significantly higher in the I/R group than in any of the other groups (p \< 0.05). In addition, the malondialdehyde levels were lower in the I/R+NAC+PTX group than in the I/R+NAC and I/R+PTX groups, although the differences were not statistically significant. The SOD activity was significantly lower in the I/R group than in the control group ([Figure 2](#f02){ref-type="fig"}), whereas it was significantly higher in the I/R+NAC, I/R+PTX, and I/R+NAC+PTX groups than in the I/R group (p \< 0.05). Although SOD activity was highest in the I/R+NAC+PTX group, there were no significant differences among the I/R+PTX, I/R+NAC, and I/R+NAC+PTX groups in terms of SOD activity. Glutathione levels were also significantly lower in the I/R group than in the control group ([Figure 3](#f03){ref-type="fig"}), whereas they were significantly higher in the I/R+NAC, I/R+PTX, and I/R+NAC+PTX groups than in the I/R group. Although glutathione levels were higher in the I/R+NAC+PTX group than in the I/R+NAC and I/R+PTX groups, the differences among those three groups were not significant. The mean histopathological lung scores are shown, by group, in [Figure 4](#f04){ref-type="fig"}. The mean I/R group score was significantly lower than was that of the I/R+NAC, I/R+PTX, and I/R+NAC+PTX groups, although lung injury scores did not differ significantly among the three treated groups. As shown in [Figure 5](#f05){ref-type="fig"}, interstitial inflammatory cell infiltration was markedly more pronounced in the lung samples from rats in the I/R group than in those from rats in the other groups. The lungs of I/R group rats also showed various signs of interstitial edema and hemorrhage.

Figure 1.Malondialdehyde (MDA) levels in lung tissue after 2 h of hind-limb ischemia and 24 h of reperfusion. I/R: ischemia/reperfusion; NAC: N-acetylcysteine; and PTX: pentoxifylline. \*p \< 0.05 vs. all other groups.

Figure 2.Superoxide dismutase (SOD) activity in lung tissue after 2 h of hind-limb ischemia and 24 h of reperfusion. I/R: ischemia/reperfusion; NAC: N-acetylcysteine; and PTX: pentoxifylline. \*p \< 0.05 vs. all other groups.

Figure 3.Glutathione (GSH) levels in lung tissue after 2 h of hind-limb ischemia and 24 h of reperfusion. I/R: ischemia/reperfusion; NAC: N-acetylcysteine; and PTX: pentoxifylline. \*p \< 0.05 vs. all other groups.

Figure 4.Histological lung injury scores after 2 h of hind-limb ischemia and 24 h of reperfusion. I/R: ischemia/reperfusion; NAC: N-acetylcysteine; and PTX: pentoxifylline. \*p \< 0.05 vs. all other groups.

Figure 5.Lung tissue samples stained with hematoxylin and eosin (original magnification, ×100): (A) control group sample, showing no remarkable pathological changes; (B) ischemia/reperfusion (I/R) group sample, showing widespread histological changes such as edema, severe alveolar congestion, alveolar collapse, and inflammatory cell infiltration; and (C, D, and E, respectively) I/R+N-acetylcysteine, I/R+pentoxifylline, and I/R+N-acetylcysteine+pentoxifylline group samples, all showing fewer histological alterations (markedly less interstitial edema and inflammatory cell infiltration) in comparison with the I/R group sample.

DISCUSSION
==========

Peripheral artery clamping is routinely used during orthopedic surgery or trauma, in elective and emergency procedures. Lung damage has been shown to occur following transient arterial occlusion. The ischemic damage results from a decrease in the blood flow to an organ. When blood flow is restored, more pronounced damage, known as reperfusion injury, occurs. It has been suggested that oxidative stress plays a role in the development of I/R injury.^(^ [@B18] ^)^ Various tissue markers of oxidative stress have been measured to evaluate the effects of I/R injury. It is known that ROS, which are potent oxidizing and reducing agents that can directly damage cellular membranes by lipid peroxidation, are overproduced during oxidative stress.^(^ [@B19] ^)^ Peroxidation of endogenous lipids leads to the conversion of reduced glutathione to glutathione-disulfide.^(^ [@B20] ^)^ Malondialdehyde is an end product derived from the peroxidation of polyunsaturated fatty acids and related esters. Therefore, tissue levels of malondialdehyde are a valid reflection of lipid peroxidation. Another line of cellular defense against free radicals is a system of three enzymes, SOD, catalase, and glutathione peroxidase. SOD catalyzes the conversion of superoxides to hydrogen peroxide, which is subsequently converted to water and oxygen by catalase or glutathione peroxidase. Because it plays such a key role in cellular defense against free radicals, SOD is also an important indicator of the oxidative state.^(^ [@B21] ^)^

The glutathione precursor NAC is a small molecule containing a thiol group, which has antioxidant properties, and is freely filterable with ready access to intracellular compartments.^(^ [@B22] ^)^ The diversity of pharmacological applications of NAC is due mainly to the chemical properties of the cysteinyl thiol group of its molecule, the ability of reduced thiol groups to scavenge oxygen free radicals having been well established.^(^ [@B23] ^-^ [@B25] ^)^ In addition, NAC has a variety of anti-inflammatory effects.^(^ [@B26] ^,^ [@B27] ^)^ In previous rat studies, the administration of NAC at doses of approximately 400 mg/kg has been shown to protect organs against oxidative damage.^(^ [@B28] ^,^ [@B29] ^)^ In the present study, we found that NAC administration after ischemia (prior to reperfusion) resulted in lower malondialdehyde levels, greater SOD activity, and higher glutathione levels in comparison with no treatment. In other words, NAC effectively attenuated the I/R-induced increase in the level of malondialdehyde.

Pentoxifylline is a methylxanthine derivative with multiple hemorheological properties. Pentoxifylline acts by increasing intracellular cyclic adenosine monophosphate on red blood cells, thus improving oxygen delivery to ischemic tissues, increasing cyclic adenosine monophosphate on polymorphonuclear leukocytes, and decreasing oxygen free radical production.^(^ [@B30] ^-^ [@B33] ^)^ Recent reports suggest that pentoxifylline can enhance the chemotactic response of neutrophils, as well as inhibiting phagocytosis and superoxide production by neutrophils and monocytes.^(^ [@B34] ^)^ Those findings have translated into clinical benefits, pentoxifylline having been used in order to attenuate I/R injury in patients with lung, intestinal, or kidney damage.^(^ [@B31] ^)^ Previous studies have shown that supplementation with 50 mg/kg of pentoxifylline has the beneficial effect of reducing oxidative stress and inflammatory indices in I/R-induced spinal cord injury and fatty liver disease. ^(^ [@B35] ^,^ [@B36] ^)^ In the present study, pentoxifylline administration after ischemia (prior to reperfusion) resulted in lower malondialdehyde levels, greater SOD activity, and higher glutathione levels in comparison with no treatment.

In conclusion, the significant I/R-induced increase in malondialdehyde levels, decrease in glutathione levels, and destructive appearance on histology of the lung suggest that skeletal muscle I/R-induced lung injury is mediated by oxidative reactions. The results of our study confirm that pentoxifylline and NAC are both protective against I/R injury. These effects might be, at least in part, due to the inhibition of ROS production. To our knowledge, this was the first study to compare the effects of these two substances on remote lung injury. We found that the antioxidant properties of pentoxifylline were comparable to those of NAC. However, we observed no additional effect when the two were administered in combination. Further studies are needed in order to determine the clinical importance of treatment with pentoxifylline and NAC, especially regarding the possible mechanisms other than ROS scavenging. Such treatments might prove effective for enhancing protection of the lungs after lower-limb I/R.
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Objetivo
========

: Investigar os efeitos da N-acetilcisteína (NAC) e pentoxifilina em um modelo de lesão pulmonar remota após isquemia/reperfusão (I/R) de membro posterior em ratos.

Métodos
=======

: Trinta e cinco ratos Wistar machos foram divididos em cinco grupos (n = 7/grupo), cada qual submetido ao seguinte: operação simulada (grupo controle); isquemia de membro posterior, induzida por pinçamento da artéria femoral esquerda por 2 h, seguida por de 24 h de reperfusão (grupo I/R); e isquemia de membro posterior, como descrito acima, seguida de injeção intraperitoneal (antes da reperfusão) de 150 mg/kg de NAC (grupo I/R+NAC), 40 mg/kg de pentoxifilina (grupo I/R+PTX) ou ambas (grupo I/R+NAC+PTX). Ao final do experimento, tecidos pulmonares foram removidos para análise histológica e avaliação do estresse oxidativo.

Resultados
==========

: Comparados aos ratos dos outros grupos, os do grupo I/R apresentaram menor atividade de superóxido dismutase e menores níveis de glutationa, além de maiores níveis de malondialdeído e maiores escores de lesão pulmonar (p \< 0,05 para todos). Infiltração celular inflamatória intersticial dos pulmões também foi bem maior no grupo I/R do que nos outros grupos. Além disso, os ratos do grupo I/R apresentaram vários sinais de edema intersticial e hemorragia. Nos grupos I/R+NAC, I/R+PTX e I/R+NAC+PTX, a atividade de superóxido dismutase, níveis de glutationa, níveis de malondialdeído e escores de lesão pulmonar foram preservados (p \< 0,05 para todos). As diferenças entre a administração de NAC ou pentoxifilina isoladamente e a das duas combinadas não foi significativa para nenhum desses parâmetros (p \> 0,05 para todos).

Conclusões
==========

: Nossos resultados sugerem que tanto NAC quanto pentoxifilina protegem o tecido pulmonar dos efeitos de I/R de músculo esquelético. Entretanto, seu uso combinado não parece aumentar o nível dessa proteção.

Músculo esquelético

Isquemia

Traumatismo por reperfusão

Lesão pulmonar

Acetilcisteína

Pentoxifilina

INTRODUÇÃO
==========

O restabelecimento da perfusão em um tecido após um período de isquemia piora a lesão isquêmica inicial. Esse processo é denominado lesão de isquemia/reperfusão (I/R).^(^ [@B01] ^)^ Esse tipo de lesão é um evento clínico importante e é comum nas extremidades inferiores. Embora a restauração do fluxo sanguíneo possa salvar a extremidade, pode também resultar em síndrome de disfunção de múltiplos órgãos.^(^ [@B02] ^)^ Por exemplo, a I/R de um membro inferior resulta em edema pulmonar não cardiogênico por meio de vasoconstrição pulmonar, hipertensão pulmonar e aumento da permeabilidade da membrana alveolar. ^(^ [@B03] ^)^ A disfunção pulmonar após a lesão de I/R de uma extremidade inferior continua a ser uma das principais causas de morbidade e mortalidade. ^(^ [@B04] ^)^ Estudos anteriores sugeriram que radicais livres de oxigênio, mediadores inflamatórios e, em especial, neutrófilos desempenham um papel importante na lesão pulmonar relacionada com I/R em um membro inferior.^(^ [@B05] ^,^ [@B06] ^)^

Diversos agentes reduzem a lesão pulmonar remota após a I/R dos membros posteriores de ratos.^(^ [@B07] ^-^ [@B09] ^)^ A N-acetilcisteína (NAC) é um antioxidante que aumenta os níveis intracelulares de glutationa e realiza a eliminação direta de espécies reativas de oxigênio (ERO) como ácido hipocloroso, peróxido de hidrogênio, superóxido e radical hidroxila.^(^ [@B10] ^)^ Demonstrou-se que a pentoxifilina, um inibidor não específico da fosfodiesterase, melhora a oxigenação tecidual e a função endotelial, além de inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias.^(^ [@B11] ^)^ A pentoxifilina inibe também a proliferação celular e a acumulação de matriz extracelular.^(^ [@B12] ^)^ Portanto, no presente estudo, avaliou-se, por meio da análise dos efeitos da pentoxifilina, da NAC e da combinação de ambas, o possível envolvimento do estresse oxidativo na lesão pulmonar induzida por I/R de músculo esquelético em ratos.

MÉTODOS
=======

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com diretrizes estabelecidas de tratamento ético de animais experimentais, e o estudo foi aprovado pelo Comitê de Tratamento e Uso de Animais da Escola de Medicina Veterinária da Universidade Azad Islâmica, na cidade de Teerã, no Irã.

Trinta e cinco ratos Wistar machos adultos saudáveis com 90-120 dias de idade e 250-350 g de peso foram comprados do Instituto Pasteur do Irã. Os animais foram mantidos em um ambiente com temperatura e umidade controladas (22 ± 1°C; umidade relativa: 50 ± 5%), em ciclo claro-escuro de 12 h, com ração comercial em forma de pellet e água de torneira filtrada à vontade. Os animais foram aleatoriamente divididos em cinco grupos experimentais de sete ratos cada: grupo I/R, no qual os animais foram submetidos a 2 h de isquemia de membro posterior, induzida por meio de pinçamento da artéria femoral esquerda, seguida de administração, por via intraperitoneal, de 2 ml de solução salina a 0,9% e 24 h de reperfusão; grupo operação simulada (controle), no qual os animais foram submetidos a todos os procedimentos cirúrgicos exceto oclusão arterial e receberam solução salina a 0,9% (2 ml, i.p.); grupo I/R+NAC, no qual os animais foram submetidos a I/R conforme descrito acima e receberam 150 mg/kg de NAC em solução salina a 0,9% (i.p., em um volume total de 2 ml); grupo I/R+PTX, no qual os animais foram submetidos a I/R conforme descrito acima e receberam 40 mg/kg de pentoxifilina em solução salina a 0,9% (i.p., em um volume total de 2 ml); grupo I/R+NAC+PTX, no qual os animais foram submetidos a I/R conforme descrito acima e receberam tanto NAC como pentoxifilina (nas doses indicadas acima) em solução salina a 0,9% (i.p., em um volume total de 2 ml).

Os ratos foram pesados e depois anestesiados com cloridrato de cetamina a 10% e cloridrato de xilazina a 2% (i.m., 50 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente). Os animais foram colocados sobre uma almofada de aquecimento, em decúbito dorsal, com o tórax e os membros posteriores imobilizados com fita adesiva. Após a preparação cirúrgica asséptica, 250 UI de heparina foram administradas pela veia jugular (a fim de evitar coagulação) e uma incisão cutânea foi feita na face medial do membro posterior esquerdo. Após o isolamento da artéria femoral esquerda dos tecidos circundantes, a isquemia foi induzida por meio de uma pinça microvascular para ocluir a artéria durante 2 h. Durante todo o período de isquemia, os animais foram mantidos em decúbito dorsal e permaneceram anestesiados (doses adicionais administradas conforme necessário). A temperatura corporal foi monitorada por meio de um termômetro retal. No fim do período de isquemia, a pinça foi removida e o sítio cirúrgico foi suturado de modo rotineiro com fio de polipropileno 4/0. Os animais do grupo controle foram submetidos a um procedimento cirúrgico semelhante, porém sem oclusão arterial. Os ratos submetidos a isquemia foram em seguida submetidos a 24 h de reperfusão. Ao longo dos períodos de isquemia e reperfusão, os animais receberam suporte ventilatório não invasivo.

No fim do período experimental, todos os ratos foram sacrificados por meio de uma overdose de pentobarbital (300 mg/kg, i.p.) e os pulmões foram removidos em bloco. Os pulmões esquerdos foram imersos em solução de formalina a 10%, e os pulmões direitos foram armazenados a −20°C para análise bioquímica subsequente. As amostras de tecido pulmonar homogeneizado e sobrenadante foram preparadas conforme descrito por Yildirim et al.^(^ [@B13] ^)^ Os níveis de malondialdeído, a atividade de superóxido dismutase (SOD) e os níveis de glutationa foram medidos nos pulmões direitos, ao passo que amostras dos pulmões esquerdos foram submetidas a avaliação histopatológica por meio de microscopia de luz.

Os níveis de malondialdeído foram determinados por meio da reação ao ácido tiobarbitúrico, conforme descreveu Yagi.^(^ [@B14] ^)^ No teste de reação ao ácido tiobarbitúrico, o malondialdeído (ou substâncias semelhantes) reage(m) com o ácido tiobarbitúrico e produz(em) um cromógeno rosa com pico de absorbância a 532 nm no espectrofotômetro. Os níveis teciduais de malondialdeído são expressos em nmol/g de tecido.

A atividade de SOD foi determinada de acordo com o método elaborado por Winterbourn et al.,^(^ [@B15] ^)^ pela inibição da redução fotoquímica do azul de nitrotetrazólio a 560 nm. A atividade de SOD é expressa em U/g de tecido.

Os níveis de glutationa foram determinados pelo método descrito por Ellman,^(^ [@B16] ^)^ segundo o qual o nível de glutationa é considerado diretamente proporcional à taxa de formação do cromógeno reduzido, ácido 5,5\'-ditiobis(2-nitrobenzoico), que se determina por meio da medição de sua absorbância a 412 nm. Os resultados são expressos em nmol/g de tecido.

Os espécimes de pulmão esquerdo foram fixados em formalina tamponada a 10%, processados por meio de técnicas convencionais e incluídos em parafina. Foram feitos cortes transversais de 5 µm de espessura nas zonas médias dos pulmões, e as seções foram montadas em lâminas. As lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina e, em seguida, examinadas por meio de microscopia de luz por um patologista que desconhecia os grupos. A lesão pulmonar foi avaliada semiquantitativamente por meio da classificação de Koksel et al.^(^ [@B17] ^)^: grau 0, aparência normal; grau 1, congestão intersticial e infiltração de neutrófilos de leve a moderada; grau 2, edema perivascular, destruição parcial da arquitetura pulmonar e moderada infiltração de neutrófilos; grau 3, destruição completa da arquitetura pulmonar e densa infiltração de neutrófilos. Cinco lâminas de cada amostra de pulmão foram avaliadas aleatoriamente, e a média foi aceita como o valor representativo da amostra.

Todos os resultados são apresentados em forma de média ± desvio padrão. Os resultados analíticos foram avaliados por meio do programa *Statistical Package for the Social Sciences*, versão 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). A análise estatística foi realizada por meio de análise de variância. Valores de p \< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS
==========

Como se pode observar na [Figura 1](#f1){ref-type="fig"}, os níveis de malondialdeído foram significativamente maiores no grupo I/R do que em qualquer um dos demais grupos (p \< 0,05). Além disso, os níveis de malondialdeído foram menores no grupo I/R+NAC+PTX do que nos grupos I/R+NAC e I/R+PTX, embora as diferenças não tenham sido estatisticamente significativas. A atividade de SOD foi significativamente menor no grupo I/R do que no grupo controle ([Figura 2](#f2){ref-type="fig"}) e significativamente maior nos grupos I/R+NAC, I/R+PTX e I/R+NAC+PTX do que no grupo I/R (p \< 0,05). Embora a maior atividade de SOD tenha sido observada no grupo I/R+NAC+PTX, não houve diferenças significativas entre os grupos I/R+PTX, I/R+NAC e I/R+NAC+PTX quanto à atividade de SOD. Os níveis de glutationa também foram significativamente menores no grupo I/R do que no grupo controle ([Figura 3](#f3){ref-type="fig"}) e significativamente maiores nos grupos I/R+NAC, I/R+PTX e I/R+NAC+PTX do que no grupo I/R. Embora os níveis de glutationa tenham sido maiores no grupo I/R+NAC+PTX do que nos grupos I/R+NAC e I/R+PTX, as diferenças entre esses três grupos não foram significativas. As médias da pontuação relativa à histopatologia pulmonar são apresentadas, por grupo, na [Figura 4](#f4){ref-type="fig"}. A média da pontuação do grupo I/R foi significativamente menor do que a média da pontuação dos grupos I/R+NAC, I/R+PTX e I/R+NAC+PTX, embora não tenha havido diferenças significativas entre os três grupos tratados quanto à pontuação relativa à lesão pulmonar. Como se pode observar na [Figura 5](#f5){ref-type="fig"}, a infiltração celular inflamatória intersticial foi muito mais pronunciada nas amostras de pulmão dos ratos do grupo I/R do que nas dos ratos dos demais grupos. Os pulmões dos ratos do grupo I/R apresentaram também vários sinais de edema intersticial e hemorragia.

Figura 1.Níveis de malondialdeído (MDA) no tecido pulmonar após 2 h de isquemia de membro posterior e 24 h de reperfusão. I/R: isquemia/reperfusão; NAC: N-acetilcisteína; e PTX: pentoxifilina. \*p \< 0.05 vs. todos os demais grupos.

Figura 2.Atividade de superóxido dismutase (SOD) no tecido pulmonar após 2 h de isquemia de membro posterior e 24 h de reperfusão. I/R: isquemia/reperfusão; NAC: N-acetilcisteína; e PTX: pentoxifilina. \*p \< 0.05 vs. todos os demais grupos.

Figura 3.Níveis de glutationa (GSH) no tecido pulmonar após 2 h de isquemia de membro posterior e 24 h de reperfusão. I/R: isquemia/reperfusão; NAC: N-acetilcisteína; e PTX: pentoxifilina. \*p \< 0.05 vs. todos os demais grupos.

Figura 4.Pontuação relativa à histologia da lesão pulmonar após 2 h de isquemia de membro posterior e 24 h de reperfusão. I/R: isquemia/reperfusão; NAC: N-acetilcisteína; e PTX: pentoxifilina. \*p \< 0.05 vs. todos os demais grupos.

Figura 5.Amostras de tecido pulmonar coradas com hematoxilina e eosina (aumento original: 100×): (A) amostra do grupo controle, sem alterações patológicas dignas de nota; (B) amostra do grupo isquemia/reperfusão (I/R), com alterações histológicas generalizadas, tais como edema, congestão alveolar grave, colapso alveolar e infiltração de células inflamatórias; (C, D e E, respectivamente) amostras dos grupos I/R+N-acetilcisteína, I/R+pentoxifilina e I/R+N-acetilcisteína+pentoxifilina, todas elas com menos alterações histológicas (evidentemente menos edema intersticial e infiltração de células inflamatórias) do que a amostra do grupo I/R.

DISCUSSÃO
=========

O pinçamento das artérias periféricas é rotineiramente usado em casos de cirurgia ortopédica ou trauma ortopédico, em procedimentos eletivos e de emergência. Demonstrou-se que a oclusão arterial transitória pode danificar os pulmões. O dano isquêmico resulta de uma diminuição do fluxo sanguíneo em um órgão. Quando o fluxo sanguíneo é restaurado, ocorre um dano maior, denominado lesão de reperfusão. Sugeriu-se que o estresse oxidativo desempenha um papel na lesão de I/R.^(^ [@B18] ^)^ Diversos marcadores teciduais de estresse oxidativo foram medidos a fim de avaliar os efeitos da lesão de I/R. Sabe-se que as ERO, que são potentes agentes oxidantes e redutores que podem danificar diretamente as membranas celulares por meio de peroxidação lipídica, são produzidas em excesso durante o estresse oxidativo.^(^ [@B19] ^)^ A peroxidação de lipídios endógenos leva à conversão de glutationa reduzida em dissulfeto de glutationa.^(^ [@B20] ^)^ O malondialdeído é um produto final derivado da peroxidação de ácidos graxos poli-insaturados e ésteres afins. Portanto, os níveis teciduais de malondialdeído são um reflexo válido da peroxidação lipídica. Outra linha de defesa celular contra radicais livres é um sistema de três enzimas: SOD, catalase e glutationa peroxidase. A SOD catalisa a conversão de superóxidos em peróxido de hidrogênio, que é subsequentemente convertido em água e oxigênio pela catalase ou glutationa peroxidase. Como a SOD desempenha um papel tão importante na defesa celular contra os radicais livres, é também um importante indicador do estado oxidativo.^(^ [@B21] ^)^

A NAC é um precursor da glutationa; é uma molécula pequena que contém um grupo tiol, que possui propriedades antioxidantes, e é livremente filtrável com pronto acesso aos compartimentos intracelulares.^(^ [@B22] ^)^ A diversidade de aplicações farmacológicas da NAC deve-se principalmente às propriedades químicas do grupo tiol cisteínil de sua molécula; a capacidade de grupos tiol reduzidos de eliminar radicais livres de oxigênio já está bem estabelecida.^(^ [@B23] ^-^ [@B25] ^)^ Além disso, a NAC tem uma variedade de efeitos anti-inflamatórios.^(^ [@B26] ^,^ [@B27] ^)^ Estudos anteriores com ratos demonstraram que a administração de NAC em doses de aproximadamente 400 mg/kg protege os órgãos de danos oxidativos.^(^ [@B28] ^,^ [@B29] ^)^ No presente estudo, verificou-se que, em comparação com a ausência de tratamento, a administração de NAC após a isquemia (antes da reperfusão) resultou em menores níveis de malondialdeído, maior atividade de SOD e maiores níveis de glutationa. Em outras palavras, a NAC atenuou de maneira eficaz o aumento do nível de malondialdeído induzido por I/R.

A pentoxifilina é um derivado da metilxantina com várias propriedades hemorreológicas. A pentoxifilina aumenta o monofosfato cíclico de adenosina intracelular nas hemácias e, assim, melhora a oxigenação dos tecidos isquêmicos, aumenta o monofosfato cíclico de adenosina nos leucócitos polimorfonucleares e diminui a produção de radicais livres de oxigênio.^(^ [@B30] ^-^ [@B33] ^)^ Relatos recentes sugerem que a pentoxifilina é capaz de aumentar a resposta quimiotática dos neutrófilos e inibir a fagocitose e a produção de superóxidos por neutrófilos e monócitos.^(^ [@B34] ^)^ Esses achados traduziram-se em benefícios clínicos: a pentoxifilina já foi usada para atenuar a lesão de I/R em pacientes com dano pulmonar, intestinal ou renal.^(^ [@B31] ^)^ Estudos anteriores demonstraram que a administração de 50 mg/kg de pentoxifilina tem o efeito benéfico de reduzir o estresse oxidativo e índices inflamatórios em casos de lesão da medula espinhal induzida por I/R e doença hepática gordurosa.^(^ [@B35] ^,^ [@B36] ^)^ No presente estudo, a administração de pentoxifilina após a isquemia (antes da reperfusão) resultou em menores níveis de malondialdeído, maior atividade de SOD e maiores níveis de glutationa em comparação com a ausência de tratamento.

Em suma, o significativo aumento dos níveis de malondialdeído, a significativa redução dos níveis de glutationa e a aparência destrutiva na histologia pulmonar após I/R sugerem que a lesão pulmonar induzida por I/R de músculo esquelético é mediada por reações de oxidação. Os resultados de nosso estudo confirmam que tanto a pentoxifilina como a NAC oferecem proteção contra a lesão de I/R. Esses efeitos podem ser atribuídos, pelo menos parcialmente, à inibição da produção de ERO. Até onde sabemos, este foi o primeiro estudo a comparar os efeitos dessas duas substâncias na lesão pulmonar remota. As propriedades antioxidantes da pentoxifilina mostraram-se comparáveis às da NAC. No entanto, não se observou nenhum efeito adicional quando ambas foram administradas juntas. Mais estudos são necessários para determinar a importância clínica do tratamento com pentoxifilina e NAC, especialmente no que tange aos possíveis mecanismos além da eliminação de ERO. Tais tratamentos podem se mostrar eficazes em reforçar a proteção dos pulmões após a I/R dos membros inferiores.
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